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アキレス腱損傷後の修復過程における低出力超音波刺激の影響
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【要旨】我々はラットのアキレス腱損傷モデルに対し、低出力超音波刺激（low　intensity　pulsed　ultrasound：
LIPUS）を現在骨折治療で用いられている至適条件（周波数15MHz、繰り返し周期1．O　KHz、出力30　mW／
cm2、バースト幅200μs）にて照射し、腱修復過程における影響を組織学的、免疫学的および力学的に検討し
た。12週～14週齢のSDラット68匹136肢を用い、両アキレス腱を損傷し、片側にLIPUSを照射（US群）、
もう片側を非照射（Control群）とし、術後2，5，10，14日目にジエチルエーテル吸入深麻酔下に屠殺した。屠
殺時にアキレス腱損傷部位をHE染色、抗b－FGF抗体及び抗PDGF抗体による免疫染色、および引っ張り
試験によって、LIPUSの効果を検討した。　HE染色では、　Control群に比しUS群では、術後5・10日目で紡
錘形細胞が多くみられ、また10日目では血管新生が、14日目ではコラーゲン様組織が多くみられた。b－FGF
の免疫組織学的検討では、陽性細胞面積率は術後5・10日目でControl群に比しUS群が有意に増加傾向を示
し、14日目では、有意差は見られなかった。PDGFにおいてはUS群ではControl群と比し増加傾向を示す
も、10日目のみに陽性細胞面積率の有意差が認められた。また引っ張り試験において照射群では非照射群と
比較し破断強度は10日目で強度が強く有意差を示したが、14日目では有意差を示さなかった。これは
LIPUS刺激が修復期において、　b－FGF、　PDGF産生を増加することによって線維芽細胞の増殖を促進し、腱
修復を促したものと考えられる。
はじめに
　低出力超音波刺激（LIPUS）の骨折治療への応用は
1983年Xavier1・2）とDuarte3）の偽関節症例に使用し、
骨癒合が得られたとの報告を稿矢とし、低出力超音波
刺激の有効性は、国内外で多く報告されている4－10）が
軟部組織に及ぼす影響に関する報告は少ない。
　組織損傷の修復過程には種々の成長因子が深く関
与していると考えられており、近年、組織修復に対す
る成長因子の作用に関する報告が種々見受けられ
る’1一16）。Joyce17）は、腱組織修復部におけるbasic
fibroblast　growth　factor　（b－FGF）．　transforming　growth
factor一β（TGF一β）、およびplatelet－derived　growth　fac－
tor（PDGF）の発現を加卿。で証明し、各成長因子と
腱修復過程の関連性を推察している。
　今回我々はラットのアキレス腱損傷モデルに低出
力超音波刺激を照射し組織学的評価、線維芽細胞増殖
因子（Fibroblast　growth　factor：FGF）、血小板由来増
殖因子（Platelet－derived　growth　factor：PDGF）を指
標とした免疫学的評価及び引っ張り試験による力学
的評価を行い、アキレス腱修復過程における低出力超
音波刺激の影響について検討した。
材料および方法
　1）対象およびアキレス腱損傷モデル
　12から14週齢の雄のSDラット68匹136肢を用
い、ネンブタール0．4ml／Kg腹腔麻酔した後、両アキ
レス腱を直視下にて踵骨付着部より約0．7cm中枢の
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部位でll号尖刃にて切離した後、7－0ナイロン糸で縫
合した。縫合後、肢位保持として大腿以下アルフェン
スシーネを用い尖霊位で固定した（Fig．1）。術直後よ
り右側にLIPUS照射（US群）、反対側を非照射群
（Control群）とした。
Fig．1　Male　SD　rat，　aged　12－14weeks．
・妻
1
　2）低出力超音波刺激装置
　低出力超音波刺激装置（RION，　Tokyo，　Japan）を周
波数1．5MHz、繰り返し周期1．O　KHz、出力30　mW／
cm2、バースト幅200μsの条件として1日20分間照射
した（Fig．2）。
　3）引っ張り試験装置
　引っ張り試験装置（Shimazu　Autograph，　Japan）を
用い、クランプ間隔3mm、引っ張り速度3mm／minで
使用した（Fig．3）。
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Fig．2　Low　mtensity　pulsed　ultrasound　machine　（Rion　Co．）．
　　　Frequency：　1．5　MHz．　Repetition　cycle：　1　O　KHz．　Burst
　　　width’200　pt　sec．　Power　output’30　mW／cm2，　Expo－
　　　sure　time　20　mm／day．
　　　　　　　　　（a）　（b）Fig．3　（a）　Tensile　strength　test　（Shimazu　Autograph）．　Clamp　mterval　3　mm．　Tension　rate　3　mm／min．
　　　（b）　The　Achilles　tendon　is　attached　to　the　device，　then　the　rupturing　point　is　measured．
（2）
一　146　一 東京医科大学雑誌 第63巻第2号
緊麟灘
HE（×200）
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Fig．4　HE　stainmg（on　postoperative　day　2）．
　　　　　a　Control　group．　b　US　group．
　　　　　Inflammatory　cell　infiltration　and　edematous　change　in　the　stroma　were　observed　at　the　rupture　site，　but　there　were　no
　　　　　differences　in　appearance　between　the　US　group　and　the　control　group．
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Fig．5　HE　staimng（on　postoperative　day　5）．
　　　　　a　Control　group．　b．　US　group．
　　　　　Spindle－shaped　cells　were　more　frequent　in　the　US　group　than　in　the　control　group
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Fig．6　HE　staining（on　postoperative　day　10）．
　　　　　a．　Control　group．　b．　US　group
　　　　　The　edema　in　the　stroma　disappeared　The　spindle－shaped　cells　began　to　mature　from　postoperative　day　5，　and　their
　　　　　density　was　greater　in　the　US　group　than　the　control　group．　Marked　angiogenesis　was　also　observed　in　the　US　group．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（a）　（b）
Fig．7　HE　stainmg（on　postoperative　day　14）．
　　　　　a．　Control　group．　b．　US　group．
　　　　　Prominent　fiber　proliferation　was　observed　in　both　groups，　and　there　was　no　difference　between　the　two　groups．
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　実験1：プレパラート作成とHematoxyline－Eosin
　　　　　（H－E）染色
　作成したSDラットのアキレス腱部の片側に低出
力超音波刺激装置至適条件下で1日20分間照射（US
群）、反対側を非照射群（Control群）とし2日・5日・
10日・14日目にジエチルエーテル吸入深窓酔臥に屠
殺し、腱損傷部より中枢末梢それぞれIcmの部位に
て切離採取し、4％のパラホルムアルデヒドにて潅流
固定し、パラフィン包埋後、4μmの連続前額断切片の
プレパラートを作成した。脱パラフィン後、H－E染色
をおこない各々を組織学的に比較した。
　実験2：免疫染色（b－FGF、　PDGF）および陽性細
　　　　　胞面積率の計測
　作成したプレパラートを脱パラフィン後、3％H、0，
加メタノールで内因性ペルオキシダーゼ活性を阻害
し、1次抗体には抗b－FGF抗体、抗PDGF抗体を使用
し、4℃で一昼夜反応した後、2次抗体、酵素抗体を滴
下、ABC法にて免疫染色を行い、ヘマトキシリンで核
染色後、鏡検および陽性細胞面積率を計測しUS群・
Control群を比較した。統計処理にはUnpaired　t－test
を用い危険率O．05％未満を有意とした。
　　　　　　　　　　　　ili嚢羅霧
　　　　　　　　　（a）　（b）
Fig．8　Immunostaining　of　b－FGF　（on　postoperative　day　5）．
　　　a．　Control　group．　b．　US　group．
FGF（×400）
b－FGF　stainability　was　significantly　greater　in　the　US　group　than　in　the　control　group．
FGF（×400）
　　　　　　　　　　　　　　　（a）　（b）
　　　　　　　Fig．9　lmmunostaining　of　b－FGF　（on　postoperative　day　10）．
　　　　　　　　　　a．　Control　group．　b．　US　group．
　　　　　　　　　　Stainability　was　significantly　greater　in　the　US　group　than　in　the　control　group．
　　　　　　　　　　　　　　　（a）　（b）
Fig．10　lmmunostaining　of　b－FGF（on　postoperative　day　14）．
　　　a．　Control　group．　b．　US　group．
　　　Stainability　of　the　positive　cells　was　weaker　on　postoperative　day　14　than　on　day　10，　and　there　was　no　difference　between
　　　the　two　groups．
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Fig．11　lmage　analysis（b－FGF）．
　　　　Chronological　changes　show　that　the　ratio　of　the　area
　　　　of　the　b－FGF　positive　cells　staining　with　b－FGF　in－
　　　　creased　more　in　the　US　group　on　postoperative　day　5
　　　　and　postoperative　day　10　than　in　the　control　group
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　実験：3：引っ張り試験による破断強度の測定
　作成したSDラットのアキレス腱部の片側に低出
力超音波刺激装置を至適条件下で1日20分間照射
（US群）、反対側を非照射群（Control群）とし10日・
14日目にジエチルエーテル吸入深麻酔下に屠殺し、腱
損傷部より中枢末梢それぞれlcmの部位にて切離採
取し、引っ張り試験装置〈SHIMAZU　AUTO
GRAGH＞をクランプ間隔3mm、引っ張り速度3mm／
minにて引っ張り試験を行い破断強度を測定し、　US
群・Control群を比較した。統計処理には実験2と同様
にUn aired t－testを用い危険率0．05％未満を有意と
Fig．　12
　　　　　　（a）
Immunostaimng　of　PDGF　（on　postoperative　day　5）．
a．　Control　group．　b．　US　group．
　　　　　　　（b）
PDGF（×200）
There　was　no　longer　any　clear　difference　in　cell　stainability　between　the　two　groups．
Fig．　13
　　　　　　（a）
Immunostaining　of　PDGF　（on　postoperative　day　10）．
a．　Control　group　b．　US　group．
（b）
PDGF（×200）
PDGF　stainability　was　significantly　greater　in　the　US　group　than　in　the　control　group．
　　　　　　（a）
　　　Fig．　14
　　　　　　　a．　Control　group．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　（b）
Immunostaining　of　PDGF　（on　postoperative　day　14）．
　　　　　　　b．　US　group．
Cell　stainabihty　was　similar　in　the　two　groups．
PDGF　（×　200）
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した。
　（論理面への配慮）
　東京医科大学動物実験倫理委員会の規定に基づき
実験を施行した。
結 果
　1）H－E染色
　照射開始後（術後）2日目ではControl群、　us群と
も断裂部は炎症性細胞の浸潤および間質の浮腫性変
化を認めるが両二間に明らかな組織像の違いは見ら
れなかった（Fig．4）。術後5日目ではUS群はContro1
群に比し紡錘形細胞が多く見られた（Fig．5）。術後lo
二目では山群に間質の浮腫性変化はなくなり紡錘形
細胞は術後5日目よりも肥大・増殖しておりその細胞
密度は、US群でより高くなっていた。また血管新生が
us群に多く観察された（Fig．6）。術後14日目では線
維芽細胞様細胞の増殖が二二とも著明に認められた。
またUS群では断端部で線維芽様細胞が腱の長軸方
向に沿って配列し境界がやや不明瞭となりコラーゲ
ン様線維が若干観察された（Fig．7）。
　2）b－FGFの免疫染色および陽性細胞面積率の計
　　　測
　術後2日目では心血ともb－FGFの発現は認められ
なかった。術後5・10日目では紡錘形細胞の染色性は
Contro1群に比べus群で強く認められた。また両三
とも腱断裂間より周囲での染色性が高かった（Fig．8，
9）。術後14日目になると陽性細胞の染色性は、10日目
と比べ低くなり両群に明らかな差は見られなくなっ
た（Fig．　lo）。　b－FGF陽性細胞面積率の経時的変化を
みると、心門とも術後10日目まで陽性細胞面積率は
増加傾向を示し、その後、術後14日目にかけ減少傾向
を示した。また、術後5・10日目において明らかにUS
群がContro1群と比し高い面積率を示していた（術後
5日目：P＜o．ol、術後10日目：P＜o．ool）（Fig．　l　l）。
　3）PDGFの免疫染色および陽1生細胞面積率の計
　　　測
　術後2日目では両群ともPDGFの発現は認められ
なかった。術後5日目では両群とも紡錘形細胞に強い
染色性を示すが、明らかな差は見られなかった（Fig．
12）。術後10日目にて紡錘形細胞の染色性はControl
群に比しUS群で強く認められた。またb－FGFと同
様に、両群とも腱断裂間より周囲での染色性が高かっ
た（Fig．13）。術後14日目では両群とも紡錘形細胞の
染色性は術後5日目と比べ明らかに弱く、その染色性
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　　　The　ratio　of　the　area　occupied　by　PDGF　positive　cells
　　　was　greater　on　postoperative　day　10　in　the　US　group
　　　than　the　control　group．
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Mechanical　properties．
The　measurement　of　the　tensile　strength　test　on　pos－
toperative　day　10　was　O．1611　MPa　in　the　control　group
and　O．298　MPa　in　the　US　group．　Values　in　both　groups
were　greater　on　postoperative　day　14　than　on　day　10，
but　there　was　no　difference　between　the　two　groups　on
postoperative　day　14．
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には差は見られなかった（Fig，14）。
　PDGF陽性細胞面積率の経時的変化では、両者とも
術後5日目で最高値となり、術後10・14日目で徐々に
減少するが、Control群に比しUS群が高かった。統計
学的には、術後10日で両群間に有意差を認めた（P＜
OD5）　（Fig．　15）．
　4）引っ張り試験による破断強度の測定
　引っ張り試験では、術後10日目ではControl群
0．1611MPa、　US群0．298　MPaと有意にUS群の強度
が強かった（P＜0．Ol）。術後14日目ではControl群
0．3742MPa、　US群0．3953　MPaと両両とも術後10日
目と比し強度は強くなったが、両群系に有意差は認め
られなくなった（Fig　l6）。
考 察
　今日アキレス腱断裂に対して、保存的あるいは手術
的治療が行われているが、臨床上双方とも機能回復に
（6）
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長期間を要するのが現状である。従来、腱の修復に関
する研究は、アキレス腱などのパラチノン構造内の腱
を用いた実験がなされており、古くは腱自体には修復
能力はなく、周囲の肉芽組織によって修復される18）と
考えられていた。その後数多くの実験で腱自体に修復
能力があることが報告されてきた。腱は主に膠原線維
からなる強靭な線維組織であり、その修復の主体をな
す線維芽細胞の増殖を促進し、早期に膠原線維を出現
させることが、腱修復過程の促進につながると考えら
れる19－23）。
　今回我々は、骨折治療に対して広く臨床応用されて
いる〃『10）低出力超音波刺激が腱修復過程における影
響を組織学的、免疫学的、力学的に検討した。
　〔低出力超音波刺激の細胞増殖に及ぼす影響〕
　1944年Woo24）らは、アキレス腱修復の組織所見で、
ラットまたは家兎のアキレス腱縫合後、1週を経過す
ると断裂部はパラチノンから移動した線維芽細胞で
充満し、2週で線維芽細胞が腱の長軸方向に沿って配
列し、3週でコラーゲン線維が整然と配列し、さらに4
週では配列した線維芽細胞とコラーゲン線維が断裂
部に侵入し、腱の連続性が明らかとなると報告してい
る。
　本研究においてのH－E染色では、術後5・10日目で、
US群ではControl群と比べ紡錘形細胞の数が多く見
られ、術後10日目では血管新生がみられた。また術後
14日目にてUS群では断端部で線維芽細胞様細胞が
腱の長軸方向に沿って配列し腱と肉芽の境界がやや
不明瞭となりコラーゲン様線維が若干みられている。
LIPUS照射により線維芽細胞増殖が促され、また幼弱
の膠原線維の出現により、腱修復過程が促進されてい
ると考えられた。
　〔低出力超音波刺激のb－FG：Fに及ぼす影響〕
　Broadley11）、　Davidson25）がin　vivoの実験でb－FGF
の抗血清が組織新生を抑制したことからb－FGFは創
傷治癒を促進する重要な作用を有すると述べている。
またChan26）、　Stein27）は、　b－FGFが腱線維芽細胞の増
殖を促進することを報告している。
　本研究においてb－FGF陽性細胞面積率は、野崎と
も術後10日目まで増加傾向を示し、その後、術後14
日目にかけ減少傾向を示していた。また、術後5・10日
目においてUS群がControl群と比し高い面積率を示
していたことより（術後5日目：P＜0．Ol、術後10日
目：一P＜0．001）、LIPUS照射によって腱修復過程の比
較的早期にb－FGF産生が促進され、線維芽細胞増殖
に関与しているものと考えられた。
　〔低出力超音波刺激のPD・GFに及ぼす影響〕
　PDGFの作用については、　Pierceら28，29）は創傷治癒
過程において初期に発現する因子であり、血管新生を
促すほか、マクロファージや線維芽細胞を損傷部に集
合させ、マクロファージからさらに多くの細胞増殖因
子が放出されて連鎖反応的に組織修復を促進すると
報告している。
　本研究においてPDGF陽性細胞面積率は、両群と
も術後5日目で最高値となり、術後10・14日目で徐々
に減少する。US群では終始Control群に比べ高い傾
向を示し特に10日目では有意に高値であった。この
ことより、正常腱修復過程においてPDGFはより早
期に産生され、前述した血管新生や線維芽細胞の刺激
に伴い腱修復に重要な役割を果たしていると考えら
れる。また、LIPUS照射により、長期間PDGF産生が
高まっていることは、LIPUSの腱修復促進作用の一つ
の裏づけとなると考えられる
　〔低出力超音波刺激の腱の強度に及ぼす影響〕
　Hildebrandら30）はウサギの膝内側々副靭帯に
PDGFを投与し、靭帯の断裂に至る張力が1．6倍、断
裂に要するエネルギーは2．4倍に増加したと報告して
いる。
　本研究においての引っ張り試験では、術後10日目
においてControl群に比しUS群の強度が強くなり、
術後14日目では、両網間に有意差は認められなく
なった。
　この結果より、LIPUS照射により腱修復過程の修復
期におけるb－FGF、　PDGFの産生能を高め線維芽細
胞の増殖が促進されることによって早期の腱強度が
強くなったと考えられる。このことは、臨床上、LIPUS
照射によりアキレス腱断裂後の早期リハビリ、機能障
害の軽減、しいては早期社会復帰への一助となると考
えられる。
結 語
　ラットのアキレス腱損傷モデルにおける低出力超
音波刺激（LIPUS）を至適条件にて照射し、腱修復過
程におけるLIPUSの影響について検討した。
　（1）LIPUS照射により、　b－FGFの陽性細胞面積率
は術後5、10日目で高値を示し、一方PDGFの陽性細
胞面積率は術後10日目で高値を示した。
　（2）LIPUS照射により、引っ張り試験の強度は術
後10日目ではControl群に比べUS群のほうが有意
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に強かったが、術後14日目では、有意差は認められな
かった。
　　（3）LIPUS照射は、アキレス腱損傷部での線維芽
細胞の分化の促進に関与していることが示唆された。
　　（4）以上の結果より、LIPUS照射によりアキ・レス
腱断裂後の早期リハビリテーションが期待される。
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Effect　of　low－intensity　ultrasound　stimulation　on　the　repair　process
after　Achilles　tendon　inj　ury
Seiya　ASAHI，　Kengo　YAMAMOTO，　Toshinori　MASAOKA
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Takeshi　SORIMACHI
Department　of　Orthopaedic　Surgery，　Tokyo　Medical　University
Abstract
　　　　We　applied　low－intensity　pulsed　ultrasound　（LIPUS）　to　a　rat　model　of　bilateral　Achilles　tendon　injury　under　optimal
conditions．　With　this　apparatus，　we　verified　the　effect　of　LIPUS　on　the　tendon　repair　process　by　histological，　immunological，
and　mechanical　methods．　The　study　was　conducted　on　the　136　hind　limbs　of　68　SD　rats　at　12－14　weeks　of　age．　LIPUS
was　applied　to　one　side　（US　side）　and　not　to　the　other　side　（control　side），　and　animals　were　killed　on　postoperative　day　2，
5，　10，　or　14．　When　the　animals　were　killed，　the　bilateral　Achilles　tendons　were　stained　with　HE，　and　immunostained　with
anti－b－FGF　antibody　or　anti－PDGF　antibody，　and　subj　ected　to　a　tensile－strength　test．　The　results　were　analyzed　by
comparing　the　two　sides．　Examination　of　the　HE－stained　sp㏄imens　revealed　numerous　spindle－shaped　cells　on　the　US　side
on　the　5th　and　10th　postoperative　days．　On　the　10th　postoperative　day　the　amount　of　angiogenesis　was　greater　on　the　US
side，　as　was　collagen－like　tissue　on　the　14th　postoperative　day．　Compared　with　the　control　group，　the　proportion　of　the　area
occupied　by　b－FGF　positive　cells　in　the　US　group　was　significantly　greater　on　postoperative　day　5　and　10，　but　there　was　no
difference　between　the　two　groups　on　the　14th　postoperative　day．　The　percentage　ofthe　area　occupied　by　PDGF　positive　cells
was　significantly　greater　on　the　US　side　on　the　10th　postoperative　day．　The　tensile－strength　test　showed　that　resistance　to
rupture　on　the　US　side　was　greater　than　that　on　the　control　side　on　the　10th　postoperative　day，　but　there　was　no　difference
between　the　two　groups　on　postoperative　day　14．　LIPUS　increased　the　synthesis　of　growth　factors　in　the　repair　period　and
subsequently　the　augmentation　of　fibroblasts　synthesized　by　these　increased　growth　factors　accelerated　tendon　repair．
〈Key　words＞　Achilles　tendon，　Low　intensity　pulsed　ultrasound　（LIPUS），
　　　　　　　　　　　　　growth　factor　（PDGF）
Fibroblas 　gr wth factor　（FGF），　Platelet－derived
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